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De cel is het fundamentele structurele deel van alle levende materie op aarde. De vorm en grootte van een enkele cel kan enorm variëren, maar een gemeenschappelijke eigenschap gedeeld door alle cellen is dat het interieur door een membraan van de omgeving wordt gescheiden. Het interieur, genaamd cytoplasma, bevat alle middelen voor celgroei en metabole functies en de genetische informatie gecodeerd in het DNA. Om in leven te blijven moet een cel voedingsstoffen uit zijn omgeving opnemen en producten uitscheiden. De meeste voedingsstoffen hebben echter gespecialiseerde kanalen in het membraan nodig om deze barrière te passeren. Deze gespecialiseerde kanalen worden gevormd door eiwitten of eiwitcomplexen in het membraan die hier geinserteerd worden door een sterk geconserveerd eiwitcomplex dat respectievelijk Sec61 of SecYEG wordt genoemd voor Eukaryoten of Bacteria. Het heterotrimere SecYEG-complex dat in het cytoplasmatische membraan van bacteriën voorkomt, bestaat uit de SecY, -E en –G eiwitten en verzorgd de translocatie over en insertie van eiwitten in dit membraan. In de afgelopen decennia hebben structurele en biochemische studies een complexe route 
blootgelegd rond het SecYEG-translocon. Deze route bestaat uit twee specifieke subroutes voor membraan- en secretie-eiwitten, hoewel er uitzonderingen zijn op deze verdeling. Deze twee 
subroutes bevatten specifieke eiwitten die samenwerken met het translocon om efficiënte eiwit insertie en/of translocatie te verzorgen in een super complex dat het holotranslocon heet. Onze huidige kennis van de eiwit insertie- en translocatiemechanismen is voornamelijk gebaseerd op waarnemingen via biochemische experimenten. Het idioom "zien is geloven" heeft echter een sterke impact op ons mensen en sinds de opkomst van microscopen, ook op het gebied van de wetenschap. De mogelijkheid om afzonderlijke moleculen te visualizeren en om hun kenmerken en dynamieken te kunnen beschrijven levert vaak buitengewone nieuwe 





Hoofdstuk 1 geeft de lezer een gedetailleerd overzicht van de verschillende routes van het eiwit secretie systeem. Het introduceert belangrijke open vragen en legt uit hoe structurele, biochemische en enkel-molecuul technieken worden gebruikt om deze vragen te beantwoorden. Verder biedt het een overzicht van recente enkel-molecuul studies over de bacteriële secretie systeem en geeft enkele voorbeelden van de enkel-molecuul experimenten gebruikt in dit proefschrift.
 Hoofdstuk 2 vormt de experimentele en technische basis van dit proefschrift en richt zich op SecA, het ATPase-motor eiwit van de Escherichia coli secretie route. In dit hoofdstuk zijn 
de principes die ten grondslag liggen aan de analyse van de fluorescentie gegevens gevormd en 
geoptimaliseerd. Een voorbeeld hiervan is het gebruik van een verfijnde manier om de beweging van moleculen te analyseren, waardoor het mogelijk wordt om meerdere diffusie populaties te onderscheiden. De analyse-routine die in dit hoofdstuk is ontwikkeld, onthulde dat de locatie 
van fluorescent gelabeld SecA, onder de diffractie limiet, bijna uitsluitend voorkomt aan het cytoplasmatische membraan. Daarnaast toont de analyse de homodimere aard van SecA in levende cel aan. Verder werden meerdere diffusie populaties voor SecA moleculen gevonden. De minst speculatieve hypothese is dat deze populaties ontstaan  uit interacties met andere eiwitten, zoals het holotranslocon. Hoofdstuk 3 is gewijd aan het vinden van onweerlegbaar bewijs voor het bestaan van het ongrijpbare holotranslocon. Er is alleen indirect bewijs voor de aanwezigheid van zo'n supercomplex in vivo. Echter, de experimentele methode en de analyse-techniek die in hoofdstuk 2 wordt beschreven, stelde ons in staat om tegelijkertijd de verschillende componenten te visualiseren die mogelijk het holotranslocon vormen. De in vivo resultaten gepresenteerd in dit hoofdstuk suggereren dat het holotranslocon daadwerkelijk bestaat als een dissocieerbare entiteit die vormt wanneer het nodig is. Ook is er bewijs geleverd voor het bestaan van verschillende subcomplexen van het holotranslocon die met verschillende snelheden diffunderen.
 Hoofdstuk 4 legt de focus specifiek op de bindingseffecten van substraten aan het prokaryotische SecYEG-translocon. Een in vitro benadering met een enkel eiwit molecuul 
resolutie benodigde een nieuw modelsysteem om het diffusie gedrag van fluorescent gelabeld SecYEG zichtbaar te maken. Een methode om lipidedubbellagen te maken met een bijna natuurlijke lipide samenstelling werd ontwikkeld om zo afzonderlijke SecYEG-moleculen te visualizeren die door deze lipidelaag diffunderen. Dit maakte het mogelijk om 
de membraandiffusie van definieerbare SecYEG complexen gebonden aan verschillende substraten te bestuderen
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6.2 Slotwoord
Tot op de dag van vandaag is het Sec-translocon nog steeds een onderwerp van intensieve studie. Biochemische en eiwitstructuur studies die in de afgelopen decennia zijn uitgevoerd, bieden geweldige inzichten in de mechanistische werking van eiwitten en eiwitcomplexen. Echter gaat transiënte, snelle en dynamische informatie vaak verloren in deze experimenten,omdat er niet gekeken kan worden naar een enkel eiwit, maar meerdere eiwitten nodig zijn voor een reproduceerbaar resultaat. Dit heeft als gevolg dat men een gemiddelde uitkomst krijgt. Super-resolutie microscopietechnieken overkomt deze tekortkoming door zich te concentreren op het niveau van één enkel eiwit molecuul.  In dit proefschrift heb ik een super-resolutie microscopietechniek gebruikt om verschillende componenten van het prokaryote Sec-systeem op het niveau van een enkel molecuul in levende cellen te visualiseren en informatie te onttrekken die niet eerder is waargenomen. Het verkrijgen van dergelijke gedetailleerde informatie over deze essentiële biologische processen werd alleen mogelijk gemaakt door de snelle toename van onze collectieve kennis over  technieken met één-molecuul-resolutie. De voortdurende ontwikkeling 
van nieuwe, evenals de verfijning van bestaande enkel-molecuul technieken en methoden, zal de weg banen naar een nog gedetailleerder en vollediger begrip van de moleculaire mechanismen en processen die leven mogelijk maken. Daarom zullen enkel-molecuul experimenten een steeds grotere rol gaan spelen om complexe biologische processen zowel in vitro als in vivo te bestuderen,. Dit zal leiden tot baanbrekende nieuwe inzichten, en het prokaryote Secretie systeem zal geen uitzondering zijn. De ontwikkelde methoden in dit proefschrift zullen worden gebruikt om de Sec-componenten verder te bestuderen en om  meer details over de vorming van het holotranslocon te visualiseren.
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